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Beschreibung 

[0001] Die Erfindung betrifft das Gebiet der Spulflussigkeiten fur Blutzelien. insbesondere von Flussigkeiten zum 
Waschen von Erythrocyten. 

5 [0002] Spulflussigkeiten fGr Blutzelien, insbesondere fur Erythrocyten, werden bei verschiedenen Verfahren benOtigt. 
Beispielswelse werden bei der maschinellen Autotransfusion, d.h. der Gewinnung und Aufbereitung intraoperativ 
gewonnener Erythrocyten diese fQr nachfblgende Retransfusion mit einer Spiilflussigkeit gewaschen. In sogenannten 
Zellseparatoren werden bei der maschinellen Aufbereitung von Blutkomponenten, wie Erythrocyten, Leukocyten oder 
Thrombocyten, die Zellen mit einer Spulflussigkeit getrennt, um sie separat kurzfristig lagern zu kOnnen. Dabei sollen 

10 die Blutzelien, wie Erythrocyten, durch den Kontakl mit einer solchen Flussigkeit keinen oder mfiglichst geringen Ver- 
dnderungen unterliegen. 

[0003] Das Spulen von Erythrocyten erfblgt heute gewOhnlich mit physiologischer KochsalzlOsung. Es ist auch 
bekannt, Erythrocytenkonzentraten zur VerlSngerung der Lagerzeit sogenannte Additiv-Ldsungen zuzusetzen, wie bei- 
spielswelse Mannitol, in der Form von sogenanntem SAG-MannitoI oder PAGGS-Mannitol (s. Sibrowski. Anasthesiol. 
15 Intensivmed. Notfallmed. Schmerzther. 1997, 32 (Suppl. 1). Seite 70). Bekannt sind auch gelatinehaltige InfusionslO- 
sungen. die aber mit einer Verwendung als Spulflussigkeit fur Blutzelien nichts zu tun haben. 

[0004] Beim Waschen von Erythrocyten mit NaCI-L6sung fur die Autotransfusion wurden Beeintrachtigungen der Ery- 
throcytenqualitat durch den Kontakt mit der Spulflussigkeit festgestellt. Diese QualitatseinbuBen von Erythrocyten zei- 
gen sich vor allem durch Beeirrtrachtigung des O2-Transportverm0gens der Erythrocyten. charakterisiert durch die 

20 Form und Lage der sogenannten 02-Bindungskurve, durch sporrtante HSmolyse mit der Fblge steigender Hamoglobin- 
und Kaliumkonzentration in der umgebenden FlOssigkeit, durch reduzierten 2.3-DPG- und ATP-Gehalt der Erythro- 
cyten und StOrung des Saure-Basen-Haushalts der gewonnenen Erythrocyten. Derartige Qualrtatsverluste werden in 
der Uteratur ausfuhrlich beschrieben (s. R. Karger, V. Kretschmer, Anaesthesist 1996, 45. Seiten 694 - 707; M. von 
Finck et al., Anaesthesist 1986. 35. Seiten 686 - 692), Nach derzeitigem VerstSndnis stehen bei den Qualitatsveriusten 

25 von Erythrocyten deren mechanische Eigenschaften mit ihren Folgen fur die HSmolyse und damit fur den Verlust an 
transfundierbaren Erythrocyten und den Anstieg des extrazelluiaren freien Hamoglobins und Kaliums im Vordergrund. 
Demzufolge wird gefordert, daB Erythrocytenpraparate nur dann transfundiert werden dOrfen, wenn die Hamolyse des 
Praparates nicht grCBer als 0,8% ist (Council of Europe, Recommendations 1997). 

[0005] Aufgrund der ermittelten QualitatseinbuBen von Erythrocyten durch die Beruhrung mit bekannten Spulf lussig- 
30 keiten ergab sich die der Erfindung zugrundeliegende Aufgabe, Spulfiussigkeiten fOr Blutzelien, insbesondere Erythro- 
cyten. zu bekommen, die keine oder allenfalls geringe qualitatsverschlechternde Veranderungen der Blutzelien 
ergeben. 

[0006] Uberraschenderweise wurde gefunden, daB diese Aufgabe gelOst wird, wenn man erf indungsgemaB als Spul- 
flussigkeit fur Blutzelien, insbesondere Erythrocyten. eine waBrige LOsung von Gelatine venwendet. 

36 [OOOTj Gelatine ist bekanntermaBen ein Polypeptid, das insbesondere durch Hydrolyse des in Haut und Knochen von 
Tieren enthaltenen Kbilagens gewonnen wird. Bei der Gewinnung bekommt man einen breiten Molekulargewichtsbe- 
reich. Das Polypeptid kann durch Reaktion vor allem der Aminogruppen mit mono- oder polyfunktionellen Reagentien 
modifiziert werden. wie beispielsweise mit Acylierungsmittein, Aldehyden. Epoxiden, Halogenverbindungen, Cyana- 
med Oder aktivierten ungesattigten Verbindungen. So sind beispielsweise succinylierte Gelatine. Oxypolygelatine und 

4o uber Harnstoffbrucken vernetzte Gelatine in InfusionslOsungen bekannt. Fur die erfindungsgemaBe Venwendung als 
Spulflussigkeiten kOnnen grundsatzlich alle modifizierten oder unmodifizierten Gelatinetypen benutzt werden. 
[0008] ZweckmaBigenweise wird das Molekulargewicht der verwendeten Gelatine so gewahit und die Konzentration 
der Gelatine in der waBrigen LOsung so eingestellt und auf das Molekulargewicht abgestimmt, daB die erhaltene waB- 
rige L6sung im wesentlichen iso-onkotisch ist, d.h. im wesentlichen dem kolloidosmotischen Druckdes Plasmas ent- 

45 spricht- AuBerdem ist die Abstimmung von Molekulargewicht und Konzentration der Gelatine zweckmaBig so. daB die 
Viskositat der LOsung derjenigen von Blutplasma mdglichst weitgehend entspricht und die Dichte der erhaltenen 
LOsung niedrig ist. Die Gelatine wird dabei gunstigenweise so ausgewahit, daB ihr Molekulargewicht im Bereich von 
20.000 bis 40.000. besonders im Bereich von 30.000 bis 35.000 liegt Derartige Gelatinetypen unmodifizierter oder 
modifizierter Art sind im Handel erhaitlich. Die Konzentration der Gelatine in der erfindungsgemaBen waBrigen LOsung 

50 liegt zweckmaBig im Bereich von 1 0 bis 1 00 g/l, bevorzugt im Bereich von 25 bis 60 g/l, besonders bevorzugt im Bereich 
von 30 bis 55 g/l. 

[0009] Je nach Verwendungszweck kOnnen die erfindungsgemaB venwendeten waBrigen LOsungen von Gelatine 
ubiiche weitere Bestandteile enthalten und kOnnen sterilisiert und steril verpackt sein. Zusatzliche Additive sind bei- 
spielsweise die Blutgerinnung verhindernde Mittel, wie Citrat, Heparin und Heparinderivate, Glucose, insbesondere in 
55 einer Menge von 2.5 bis 7.5 mmol/1 und Elektrolyten. Unter diesen kommen insbesondere Natrium, vorzugsweise in 
einer Konzentration von 130 bis 150 mmol/l. Kalium. vorzugsweise in einer Konzentration von 3 bis 5 mmol/1, Calcium, 
vorzugsweise in einer Konzentration von 1 bis 3 mmol/l, und Magnesium, vorzugsweise in einer Konzentration von 0.5 
bis 1.5 mmol/l in der waBrigen Gelatin elOsung in Betracht. 
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BeisDiele und Veroleichsbeispiele 

[0010] 2ur Bestimmung der Hamolyse von Erythrocyten wurden wSBrige LGsungen vier verschiedener handelsubli- 
cher Gelatinetypen nach der Erfindung sowie handelsubliche Additive und Dextrane und Hydroxyethylstarke, die fur 
5 InfusionslOsungen angeboten werden. und schlieBlich physiologische KbchsalzlOsung eingesetzt. Die L6sungen wur- 
den bezuglich der Spontanh&nolyse und der mechanischen Hamolyse verglichen. wobei jeweils die Gelatineldsungen. 
Hydroxyethylstarke-LOsungen, Dextran-LOsungen und Addrtiv-LOsungen zusammengefaf3t wurden, da ihre Hamolyse- 
werte ungeachtet der Provenienz jeweils nahe beieinander lagen. 

[001 1] Die Spontanhamolyse wurde wie folgt ermittelt: Frisches Hunnanblut wurde jeweils unter Ersatz des Plasmas 
10 durch Qberschussige Spulflussigkeit (10 ml FIQssigkeit je 2 ml Erythrocyten) dreimal zentrifugiert (10 min bei 1600g). 
Der Hamatokrit wurde auf 50 ± 5% durch Entfernung uberschQssiger Spulflussigkeit eingestellt. Sodann wurde die Kon- 
zentration des freien Hamoglobins in der letzten SpulflOssigkeit ermrttelt. 

[0012] Die mechanische Hamolyse-Rate wurde mit Hilfe eines Tonometers IL 237 (Fa. Instrumentation Laboratory) 
ermittelt. In diesem Gerat wurde in einem auf 37*'C temperierten. mit Wasserdampf gesattigten Gasen durchstrOmten 
IS Raum in einem GlasgefaB (Volumen maximal 8 mO durch intermittierende Rotation, also Beschleunigung und Abstop- 
pen des GefaBes, ein dQnner, jeweils frischer Film der Erythrocyten erzeugt. Es wurde bei physiologischen Bedingun- 
gen (pH 7.40 und COa-Partialdruck 40 mm Hg) eine Stunde Intermittierend rotiert. Sodann wurde die 
Hamoglobinkonzentration im Oberstand bestimmt. Die erhaltenen Werte f inden sich in der nachfblgenden Tabelle. 



20 

Tabelle 





Spontan-Hamolyse (%) nach Aufschwemmen von Erythrocyten und mechanische 
Hamolyse-Rate (%/h) von Erythrocyten (Hamatokrit 50 ± 5%) 


25 




Spontan-Hamolyse (%) 


Mechanische Hamolyse- 
Rate (%/h) 




7 Plasma-Proben 


nicht meBbar 


0.06 ± 0,07 




7 Proben in 0.9 g/dl NaCI 


0,3 ± 0,2 


2.2 ± 0,7 


30 


InlusionslOsungen 








4 Praparate Gelatine 


0,04 ± 0,04 


0.1 ±0,08 




Kbnzentration 30 - 55 g/I 






35 


MW 30.000 - 35.000 






8 Praparate Hydroxyethylstarke 
Kbnzentration 30 - 100 g/I 
MW 70.000 - 450,000 


0.3 ± 0,2 


3.0 ±0,7 


40 


7 Praparate Dextran 
Kbnzentration 60 - 100 g/I 
MW 40.000 - 70.000 


0.4 ± 0,2 


5.7 ±2,7 


45 


Additiv- Ldsungen 








2 Praparate 








PAGGS- bzw. SAG-Mannitol 


0,1 


2.8 



so [0013] Die erhaltenen Werte zeigen, daB sowohl die Spontanhamolyse als auch die mechanische Hamolyse-Rate 
der vier untersuchten Qelatineldsungen mit den Werten von Plasma verglelchbar sind und die GelatinelOsungen eine 
vernachiassigt>are Hanrrolyse ergeben. Die Werte liegen welt unter dem vom Council of Europe geforderten Hamolyse- 
wert von 0,8%. Im Gegensatz dazu lagen die Hamdysewerte sowohl fur die Spontanhamolyse als auch fOr die mecha- 
nische Hamolyse bei der heute fQr das Spulen von Erythrocyten ubiichenweise verwendeten physiologischen 

S5 KochsalzlGsung und bei den heute fQr die Erythrocytenkonzentratlagerung uWichen Additiv-LOsungen erheblich hCher 
und weit uber dem geforderten Wert von 0.8%. 

[0014] Zu Vergleichszwecken wurden auch bekannte InfusionslOsungen mit Hydroxyethylstark und Dextran in die 
Versuche einbezogen. Die Hamolyse mit diesen Polymeren lag noch hdher als bei den untersuchten Additiv-LGsungen 
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und physiologischer KochsalzlOsung. 
Patentanspruche 

5 1 , Verwendung einer waf3rigen LOsung von Gelatine als SpOff lussigkeit fur Blutzellen. insbesondere Erythrocyten. 

2. Venvendung einer LOsung von Gelatine, deren Molekulargewichtsbereich und Konzentration so aufeinarrder abge- 
stimmt sind, dalS die LOsung im wesentlichen isoonkotisch ist. nach Anspruch 1. 

10 3, Venvendung einer LOsung von Gelatine mit einem Molekulargewicht im Bereich von 20.000 bis 40.000, vorzugs- 
weise im Bereich von 30.000 bis 35.000 nach Anspruch 1 Oder 2. 

4. Verwendung einer wSBrigen LOsung von Gelatine mit einer Konzentration von 10 bis 100 g/l. vorzugsweise 25 bis 
60 g/l. Insbesondere 30 bis 55 g/l nach einem der /^spruche 1 bis 3. 

1S 

5. Verwendung einer wSBrigen LOsung von Gelatine mit einem Gehalt an Glukose, vorzugsweise im Bereich von 2,5 
bis 7,5 mmol/i, nach einem der Anspruche 1 bis 4, 

6. Verwendung einer wSBrigen LOsung von Gelatine mit einem Elektrolytgehalt, vorzugsweise mit 130 bis 150 mmol/l 
20 Natrium, 3 bis 5 mmol/l Kalium, 1 bis 3 mmol/l Calcium und/oder 0,5 bis 1 ,5 mmol/l Magnesium, nach einem der 

AnsprQche 1 bis 5. 

7. Venvendung einer wa(3rigen LOsung von Gelatine mit einem Gehalt eines die Blutgerinnung verhindernden Mittels, 
vorzugsweise Citrat. Heparin oder eines Heparinderivates, nach einem der AnsprQche 1 bis 6. 

25 



30 



35 



40 



45 



50 



55 
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